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DMEM   Dulbecco's modified Eagle's medium 
FBS     fetal bovine serum 
HEK293   human embryonic kidney 293 cell line 
IBMX    3-isobutyl-1-methylxanthine 
MDBK   Madin-Darby bovine kidney cell line 
MDCKII   Madin Darby canine kidney II cell line 
OATP    organic anion transporting polypeptide 
PBS     phosphate buffered saline 
PCFT    proton-coupled folate transporter 
PCR     polymerase chain reaction 
PMA    phorbol 12-myristate 13-acetate 
SDS     sodium dodecyl sulfate 
S.E.     standard error 
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る。また、folate は哺乳類の生体内では合成されないため、その供給は食物中の folate に依
存している。他の水溶性ビタミンと同様に、その効率的な摂取のため、腸管吸収にはトラン
スポーターが関与すると考えられてきたが、近年、H+依存的に folate を輸送するトランスポ
ーターである proton-coupled folate transporter（PCFT/SLC46A1）が同定され 1)、PCFT が腸管











た 20,21)。当研究室での最近の研究において、folate を含む試験液中に添加された myricetin
（100 µM）が作用することによる即時性の阻害効果は、非競合阻害の様式を示し、hPCFT に
よる folate の輸送を約 50%低下させた。一方、細胞を myricetin で前処理することにより惹
起され、その除去後も持続する持続性の阻害効果については、100 µM の myricetin での 60 
min 間の前処理により、hPCFT による folate 輸送の最大輸送速度（Vmax）が約 90%低下した。
また、この時、ミカエリス定数（Km）の低下も生じていることが見出された。さらに、この
阻害作用は hPCFT の発現量及び細胞膜局在の低下によるものではないこと、myricetin 類縁
の一部のフラボノイド類も同様の作用を示すこと等が明らかとなってきているが、その阻
害機構等に関して、依然として不明な点が多いままである。 




で、分子的及び機能的に hPCFT と極めて類似しているラット PCFT（rPCFT）が myricetin に
よる阻害を受けないことが見出されたことを受け、両者の差異を利用した比較解析により、





3  myricetin の濃度依存的な阻害作用 
 
myricetin での前処理による阻害作用の濃度依存性について検討した。その結果、阻害作用
は濃度依存的であり、20 µM から阻害作用が認められた（Fig. 3）。また、100 µM では、阻
害率が 80%を超える強い阻害がみられた。実際の腸管腔内での myricetin の濃度は不明であ































Fig. 3. Effect of Myricetin on the Uptake of Folate by hPCFT Stably Expressed in 
MDCKII Cells: Dependence on Myricetin Concentration 
Mean ± S.E. (n = 4); specific uptake of [3H]folate (5 µM) for 2 min at 37°C and pH 5.5; 
pretreatment in buffer for 60 min at pH 5.5 and 37°C in the presence of myricetin or in its 










カエリス定数（Km）の低下がみられ、folate に対する PCFT の親和性が上昇していることが
示唆された。また、このため Km を大きく下回る低基質濃度での輸送活性を表す Vmax/Km に
大きな変化はみられなかった（Fig. 4, Table 1）。これらの結果は、GFP 付加体を用いた先の
研究の結果とほぼ一致していた 21)。本研究では、非修飾の PCFT に関して、これらの特徴を
確認すると同時に、myricetin 濃度に依存したパラメーター変化が生じていることを見出す









5  PCFT による folate 取り込みに及ぼす protein kinase modulator の影響 
 
速度論的解析により PCFT の分子修飾の可能性が考えられたことやフラボノイド類が
様々な protein kinase に対して影響を与える例が報告されていることから 26)、myricetin によ
る阻害作用のメカニズムを探る試みとして、protein kinase modulator による前処理の影響を
検討した。その結果、PI3K（phosphatidylinositol 3-kinase）の阻害剤である wortmannin（1 µM）
で、myricetin と比較するとやや弱いながらも、40%程度の阻害が認められた（Fig. 5）。 
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Fig. 5. Effect of Protein Kinase Modulators on the Uptake of Folate by hPCFT Stably 
Expressed in MDCKII Cells 
Mean ± S.E. (n = 4); specific uptake of [3H]folate (5 µM) for 2 min at 37°C and pH 5.5; 
pretreatment in buffer for 60 min at pH 5.5 and 37°C in the presence of reagent or in its 
absence (control); control, 44.4 pmol/min/mg protein; * p < 0.05. 
 
myricetin での前処理による PCFT 阻害の効果は、Vmax の低下によって現れるものである。
一方で、Kmも同程度に低下するため、Vmax/Kmへの影響はほとんどない。このため、Vmax 相
当の輸送速度で folate が取り込まれる高 folate 濃度（5 µM 程度以上）で阻害作用が顕著と
なる一方で、Vmax/Kmを輸送係数として、folate 濃度に比例した速度で取り込まれる線形領域
の低 folate 濃度（Km を大きく下回る濃度域）での阻害作用はほとんどない。ここで見出さ
れた wortmannin の効果は、myricetin での前処理の阻害作用を検出し易い、標準的な試験条
件として用いている高 folate 濃度（5 µM）でのものである。したがって、wortmannin は
myricetin と同様に Vmax の低下を引き起こしているものと考えられる。 
さらに、wortmannin の阻害作用の特徴を明らかにするため、wortmannin 濃度の影響を検
討すると共に、低 folate 濃度（5 nM）での folate 取り込みへの wortmannin の影響も検討する
ことにした。その結果、myricetin の場合と同様に、低 folate 濃度では有意な阻害作用は認め
られなかったことから（Table 2）、Vmax の低下と同時に Kmも低下していると考えられる。し
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Table 2. Effect of Wortmannin Concentration for Pretreatment on the Uptake of 




(% of control) 
 
 Folate (5 nM) Folate (5 µM) 
0 (control) 100.0 ± 4.2 100.0 ± 9.9 
1  86.7 ± 3.3  63.4 ± 1.5* 
2  86.2 ± 4.6  60.6 ± 2.8* 
5  84.7 ± 5.0  59.6 ± 5.4* 
 
Mean ± S.E. (n = 4); specific uptake of [3H]folate (5 nM or 5 µM) for 2 min at 37°C and pH 
5.5; pretreatment in buffer for 60 min at pH 5.5 and 37°C in the presence of reagent or in 
its absence (control); control, 366 fmol/min/mg protein and 62.9 pmol/min/mg protein, 





6  まとめ 
 
ヒト PCFT安定発現MDCKII細胞において、PCFTによる folate取り込みに対する myricetin









みられ、folate に対する PCFT の親和性が上昇していることが示唆された。このため、Kmを
大きく下回る低基質濃度での輸送活性を表す Vmax/Km に大きな変化はみられなかった（Fig. 
2, Table 1）。この速度論的特性は、GFP 付加体 PCFT を用いた先の研究での結果と一致する












第 2 章 myricetin の持続性阻害作用のヒト PCFT 特異性 
 




PCFT（rPCFT）とヒトの riboflavin transporter 3（hRFVT3/RFT2/SLC52A3）を取り上げた。





folate 濃度は、rPCFT による葉酸輸送の Km（2.4 µM）3)が hPCFT での値と同等であるので、
hPCFT での試験濃度と同じく、5 nM 及び 5 µM とした。hRFVT3 を用いた検討では、PCFT
の場合と同様に、Km（0.77 µM）27)を大きく下回る線形領域の低 riboflavin 濃度（5 nM）及び
輸送速度がほぼ Vmax レベルに達する高 riboflavin 濃度（1 µM）において阻害作用の評価を行
った。 
取り込み試験液にのみ myricetin（100 µM）を添加し、前処理を行うことなく即時性阻害
作用を検討したところ、hPCFT では、低 folate 濃度（5 nM）及び高 folate 濃度（5 µM）で、
同程度の阻害（40%程度の阻害率）が認められ、先に見出されているように非競合阻害を生
じていることが確認された（Fig. 6A）。その一方で、rPCFT では、いずれの folate 濃度にお
いても myricetin の阻害作用は認められなかった（Fig. 6B）。また、hRFVT3 では、hPCFT の
場合と同様に、低 riboflavin 濃度（5 nM）及び高 riboflavin 濃度（1 µM）で、同程度の阻害
（40%程度の阻害率）がみられ、非競合阻害を生じていることが示唆された（Fig. 6C）。し
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Fig. 6. Transient Effect of Myricetin on the Transport Function of hPCFT (A), rPCFT 
(B), and hRFVT3 (C) in HEK293 Cells Transiently Expressing the Designated 
Transporter 
(A) The specific uptake of folate by hPCFT was evaluated in hPCFT-expressing cells for 
the initial 2-min period at pH 5.5 and 37ºC in the presence of myricetin (100 M) or in its 
absence for control. (B) The specific uptake of folate by rPCFT was similarly evaluated in 
rPCFT-expressing cells. (C) The specific uptake of riboflavin by hRFVT3 was evaluated in 
hRFVT3-expressing cells for the initial 1-min period at pH 6.0 and 37ºC in the presence of 
myricetin (100 M) or in its absence for control. Data are presented as the means ± SE (n 





2  myricetin の持続性阻害作用 
 
myricetin（100 µM）での 60 分間の前処理による持続性阻害作用を検討したところ、hPCFT
では、低 folate 濃度（5 nM）及び高 folate 濃度（5 µM）で阻害作用が認められた（Fig. 7A）。
また、高 folate 濃度での阻害作用が低 folate 濃度での阻害作用より強く、MDCKII 細胞安定
発現系の場合と同様の阻害作用が確認された。その一方で、rPCFT では、いずれの folate 濃
度においても myricetin の阻害作用は認められず、即時性阻害作用と同様に hPCFT と rPCFT
との間で、myricetin 感受性に種差があることが示唆された（Fig. 7B）。また、hRFVT3 にお
いては、低 riboflavin 濃度（5 nM）及び高 riboflavin 濃度（1 µM）で myricetin による持続性
阻害作用は認められなかった（Fig. 7C）。したがって、rPCFT と hRFVT3 については、持続
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Fig. 7. Sustained Effect of Myricetin on the Transport Function of hPCFT (A), rPCFT 
(B), and hRFVT3 (C) in HEK293 Cells Transiently Expressing the Designated 
Transporter 
(A) The specific uptake of folate by hPCFT was evaluated in hPCFT-expressing cells for 
the initial 2-min period at pH 5.5 and 37ºC in the absence of myricetin after preincubation 
for 60 min in the presence of myricetin (100 M), or in its absence for control, and 
subsequently for 5 min in its absence for washout. (B) The specific uptake of folate by 
rPCFT was similarly evaluated in rPCFT-expressing cells. (C) The specific uptake of 
riboflavin by hRFVT3 was evaluated in hRFVT3-expressing cells for the initial 1-min period 
at pH 6.0 and 37ºC in the absence of myricetin after preincubation for 60 min in the 
presence of myricetin (100 M), or in its absence for control, and subsequently for 5 min 
in its absence for washout. Data are presented as the means ± SE (n = 4). * p < 0.05 





3  まとめ 
 
myricetin（100 µM）による即時性阻害作用に関しては、hPCFT では、Vmax/Kmへの影響を
評価できる低 folate 濃度（5 nM）及び Vmax への影響を評価できる高 folate 濃度（5 µM）に
おいて、folate 輸送は同程度に阻害され（40%程度の阻害率）、先に見出されているように非
競合阻害を生じていることが確認された。しかし、rPCFT では、低 folate 濃度（5 nM）及び
高 folate 濃度（5 µM）のいずれにおいても阻害がみられず、myricetin に対して非感受性であ
ることが示唆された。一方、hRFVT3 でも、hPCFT の場合と同様に、低 riboflavin 濃度（5 
nM）及び高 riboflavin 濃度（1 µM）において、riboflavin 輸送は同程度に阻害され（40%程度
の阻害率）、非競合阻害を生じていることが示唆された。 
myricetin（100 µM）での 60 分間の前処理による持続性阻害作用に関しては、hPCFT では、
低及び高 folate 濃度において有意な folate 輸送の阻害を生じた。また、高 folate 濃度での阻
害率（80%程度）が低 folate 濃度での阻害率（60%程度）よりも大きい点で、これまでに見
出されている hPCFT 阻害の特徴が確認された。しかし、rPCFT 及び hRFVT3 では、阻害は
みられず、両トランスポーターは myricetin に対して非感受性であることが示唆された。 
以上の結果から、myricetin による非競合型の即時性阻害作用は、hPCFT と hRFVT3 に共
通する特異的な分子構造特性により生じているものと考えられる。即時性阻害作用を生じ
なかった rPCFT は、それに関わる部分の分子構造が異なるものとみられる。持続性阻害作
用については、rPCFT と hRFVT3 では阻害を生じなかったことから、hPCFT に対する特異
性が高い機構により惹起されているものと考えられる。hPCFT と同様の即時性阻害作用を
生じた hRFVT3 が非感受性である点から、即時性阻害作用との関連性はないものと考えら
れる。極めて相同性が高く（87%, Fig. 8）、輸送機能もほぼ同様である hPCFT と rPCFT との
間で myricetin 感受性が異なる点は、興味深い。わずかなアミノ酸残基の差異ないしそれに
関連した分子構造の差異により、rPCFT は myricetin 非感受性となっているものと考えられ







Fig. 8. Alignment of Amino Acid Sequence of hPCFT with That of rPCFT 
The amino acid sequence of hPCFT was aligned with that of rPCFT, using the program of 





第 3 章 PCFT の myricetin 感受性に関わるアミノ酸残基の同定 
 
1  hPCFT-rPCFT 間でのキメラ体を用いた解析 
 
hPCFT の持続性阻害作用に関する myricetin 感受性のメカニズムの解明のため、非感受性
の rPCFTとの比較解析により、感受性に関わるアミノ酸残基の特定に取り組むことにした。
まず、hPCFT-rPCFT 間でキメラ体を作製し、folate 輸送に及ぼす myricetin の影響を評価する
ことで、hPCFT の myricetin 感受性に関与する領域を絞り込むこととした。そこで、A-D の
4 つのキメラ体を作製した（Fig. 9A）。A、B は Spe I の制限酵素サイトをヒトとラットの
PCFT にそれぞれアミノ酸配列を変えることなく導入し、そこを基点として組み換えること
で作製した。C、D は rPCFT に存在する Sph I の制限酵素サイトを利用し、そこを基点とし
て組み換えることで作製した。作製した 4 種のキメラ体を HEK293 細胞に一過性発現させ、
myricetin（100 µM）での前処理（60 min）の影響を検討した結果、キメラ体の B（83-459 番
目が hPCFT に相当）及び C（1-186 番目が hPCFT に相当）において、有意な阻害作用が認
められた（Figs. 9B and 9C）。また、hPCFT での結果と一致して、低 folate 濃度（5 nM）より
も高 folate 濃度（5 µM）で強い阻害作用が認められた。したがって、両者に共通の hPCFT
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Fig. 9. Effect of Pretreatment with Myricetin on the Uptake of Folate by Chimeric 
PCFTs Transiently Expressed in HEK293 Cells 
(A) Four chimeric PCFTs between human and rat. Construct A, B, C and D contain amino 
acid sequence of hPCFT at 1-82, 83-459, 1-186 and 188-459 respectively. (B, C) Mean ± 
S.E. (n = 4); specific uptake of [3H]folate [5 nM (B) or 5 µM (C)] for 2 min at 37C and pH 
5.5; pretreatment in buffer for 60 min at pH 5.5 and 37C in the presence of myricetin (100 
µM) or in its absence (control); control values in panel B, 52.6, 90.7, 130 and 44.2 
fmol/min/mg protein, respectively, for construct A, B, C and D; control values in panel C, 
6.30, 24.2, 43.3 and 3.86 pmol/min/mg protein, respectively, for construct A, B, C and D; * 





2  部位特異的変異導入による hPCFT の myricetin 感受性アミノ酸残基の同定 
 
83-186 番目の領域内でヒトとラットの PCFT のアミノ酸配列を比較すると、10 箇所でア
ミノ酸残基が異なっていることが明らかとなった（Fig. 10）。そこで、該当する hPCFT のア
ミノ酸残基を rPCFT の対応アミノ酸残基に置換した変異体を作製し、各々の変異体を一過
性発現させた HEK293 細胞において folate 輸送における myricetin 感受性を評価した。その
結果、10 種の変異体のうち、9 つの変異体については、野生型の hPCFT と同様に myricetin
前処理による folate 取り込みの顕著な低下が認められた（Table 3）。その一方で、hPCFT の
158 番目のグリシン残基（G158）を rPCFT の対応アミノ酸残基であるアスパラギン残基（N）
に置換した G158N の変異体では、両 folate 濃度において myricetin 前処理による folate 取り
込みの低下は認められず、myricetin 感受性が失われるという結果が得られた（Fig. 11）。 
逆に、rPCFT の 158 番目のアスパラギン残基（N158）を hPCFT の対応アミノ酸残基であ
るグリシン残基（G）に置換した N158G の変異体では、野生型の rPCFT では現れなかった
阻害作用がみられた（Fig. 12）。したがって、hPCFT/G158N での検討と合わせて、158 番目
のアミノ酸残基が PCFT の myricetin 感受性に関与するアミノ酸残基であり、ヒトとラット







Fig. 10. Alignment of Amino Acid Sequence of hPCFT with That of rPCFT (Amino 
Acids 83-186) 
The amino acid sequence of hPCFT was aligned with that of rPCFT, using the program of 
ClustalW, and processed to visualize using the program BOXSHADE. 
 
Table 3. Effect of Pretreatment with Myricetin on the Uptake of Folate by Mutant 
hPCFTs Transiently Expressed in HEK293 Cells 
 Uptake rate 
Amino acid (fmol/min/mg protein)  (pmol/min/mg protein) 
substitution Folate (5 nM)  Folate (5 µM) 
 None (control) Myricetin  None (control) Myricetin 
S100W 147.6 ± 2.7 27.8 ± 2.3*  43.5 ± 1.4 ND 
S110R 154.1 ± 8.4 61.6 ± 3.7*  45.9 ± 1.8  9.1 ± 1.0* 
L129V 153.5 ± 3.0 76.7 ± 2.8*  62.1 ± 2.6 10.2 ± 0.6* 
V132I 146.5 ± 7.7 91.2 ± 4.0*  63.8 ± 4.4 18.7 ± 0.9* 
V141I 150.9 ± 3.1 72.6 ± 7.1*  53.4 ± 3.0  5.1 ± 0.8* 
Y143F 147.8 ± 2.7 72.7 ± 3.6*  57.7 ± 5.5 12.4 ± 1.3* 
I149A 120.9 ± 1.5 36.4 ± 2.6*  40.3 ± 3.9  5.8 ± 1.3* 
S174N 149.3 ± 6.0 60.1 ± 9.3*  54.1 ± 5.7 11.3 ± 1.7* 
R175H 160.8 ± 4.0 70.4 ± 3.2*  50.3 ± 3.1  7.1 ± 0.7* 
 
Mean ± S.E. (n = 4); specific uptake of [3H]folate for 2 min at 37°C and pH 5.5; pretreatment 
in buffer for 60 min at pH 5.5 and 37°C in the presence of a myricetin (100 µM) or in its 
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Fig. 11. Effect of Pretreatment with Myricetin on the Uptake of Folate by Mutant 
hPCFT (G158N) Transiently Expressed in HEK293 Cells 
Mean ± S.E. (n = 4); specific uptake of [3H]folate [5 nM (A) or 5 µM (B)] for 2 min at 37°C 
and pH 5.5; pretreatment in buffer for 60 min at pH 5.5 and 37°C in the presence of 
myricetin (100 µM) or in its absence (control); control, 86.7 fmol/min/mg protein and 7.22 
pmol/min/mg protein, respectively, for 5 nM and 5 µM; * p < 0.05. 
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Fig. 12. Effect of Pretreatment with Myricetin on the Uptake of Folate by Mutant 
rPCFT (N158G) Transiently Expressed in HEK293 Cells 
Mean ± S.E. (n = 4); specific uptake of [3H]folate [5 nM (A) or 5 µM (B)] for 2 min at 37°C 
and pH 5.5; pretreatment in buffer for 60 min at pH 5.5 and 37°C in the presence of 
myricetin (100 µM) or in its absence (control); control, 90.1 fmol/min/mg protein and 25.2 





3  hPCFT の G158 の各種アミノ酸による置換の影響 
 
さらなる詳細な解析のため、hPCFT の G158 を N 以外の 18 種のアミノ酸に置換した変異
体についても、myricetin 感受性を検討した。その結果、18 種全ての変異体で myricetin 前処
理による阻害作用が認められた（Table 4）。このように、hPCFT は G158 を N に置換した場
合にのみ myricetin 感受性を失うことから、G への特異的な作用等ではなく、何らかの間接
的な機構により myricetin 感受性阻害を生じている可能性が考えられる。 
また、hPCFT の G158 は膜貫通領域に局在すると共に、基質結合ポケットの内部またはそ
の周辺に局在し、基質輸送の際のコンフォメーション変化に関与する残基であることが示









Table 4. Effect of Mutation at G158 in hPCFT Transiently Expressed in HEK293 Cells 
on Myricetin Sensitivity 
 Uptake rate 
Amino acid (fmol/min/mg protein)  (pmol/min/mg protein) 
substitution Folate (5 nM)  Folate (5 µM) 
 None (control) Myricetin  None (control) Myricetin 
G158A 190.1 ± 5.2 115.5 ± 6.8*  38.8 ± 7.1  5.8 ± 1.3* 
G158V  186.6 ± 16.7  129.7 ± 14.4*  68.4 ± 5.3 18.5 ± 3.4* 
G158L  159.9 ± 13.4  96.0 ± 9.7*  40.7 ± 5.9  9.2 ± 1.4* 
G158I  146.0 ± 11.5  90.4 ± 3.8*  34.4 ± 2.1  8.6 ± 1.0* 
G158P  146.1 ± 12.3  77.4 ± 5.7*   45.9 ± 10.1  7.1 ± 2.0* 
G158F  69.1 ± 4.2  22.1 ± 2.9*  41.7 ± 8.1  3.6 ± 0.7* 
G158Y 153.1 ± 1.7  57.9 ± 5.0*  30.0 ± 4.2  3.8 ± 2.4* 
G158W   83.9 ± 13.1  19.5 ± 2.7*  23.3 ± 7.6  2.0 ± 1.2* 
G158M  98.2 ± 8.6  65.6 ± 3.9*  34.5 ± 4.0  6.7 ± 0.5* 
G158C 137.9 ± 8.3  85.7 ± 6.8*  21.7 ± 4.8  3.8 ± 1.3* 
G158S  191.5 ± 14.5 105.9 ± 1.6*  64.7 ± 6.3  9.9 ± 2.1* 
G158T 169.0 ± 8.3  78.4 ± 8.0*  73.6 ± 5.9 13.8 ± 3.4* 
G158H 148.0 ± 7.2  39.7 ± 4.1*  56.6 ± 5.4  8.4 ± 1.6* 
G158K  30.1 ± 4.1   5.6 ± 2.1*  11.5 ± 2.0 ND 
G158R  32.5 ± 6.1   8.6 ± 1.2*  24.2 ± 0.5  3.8 ± 1.5* 
G158D  183.7 ± 11.0  72.0 ± 3.3*  47.9 ± 2.1  1.0 ± 0.9* 
G158E 186.3 ± 5.9 146.6 ± 9.7*  92.7 ± 1.5 38.9 ± 6.7* 
G158Q 169.1 ± 9.9  114.0 ± 15.2*  51.7 ± 5.9 14.9 ± 1.6* 
 
Mean ± S.E. (n = 4); specific uptake of [3H]folate for 2 min at 37°C and pH 5.5; pretreatment 
in buffer for 60 min at pH 5.5 and 37°C in the presence of a myricetin (100 µM) or in its 











4  各動物種における PCFT の myricetin 感受性種差 
 
hPCFT の G158 に相当する箇所に着目し、各動物種で比較すると Fig. 14 のようになって
いることが明らかとなった。そこで、対応アミノ酸残基がそれぞれ G、S（セリン）、N とな
っているサル、ウシ、マウスの PCFT について、HEK293 細胞に一過性発現させ、myricetin
での前処理の影響を検討した。その結果、サル、ウシにおいては myricetin の阻害作用が認
められ、hPCFT での結果と一致して、低 folate 濃度よりも高 folate 濃度でより強い阻害作用
がみられた（Fig. 15）。その一方で、対応アミノ酸残基がラットと同様に N となっているマ
ウスでは、いずれの folate 濃度においても阻害作用は認められなかった。したがって、hPCFT




Fig. 14. Alignment of Amino Acid Sequence of hPCFT with Those of agmPCFT, 
bPCFT, rPCFT and mPCFT 
The amino acid sequence of hPCFT was aligned with those of agmPCFT, bPCFT, rPCFT 
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Fig. 15. Effect of Pretreatment with Myricetin on the Uptake of Folate by PCFTs of 
Various Animal Species in Transiently Transfected HEK293 Cells 
Mean ± S.E. (n = 4); specific uptake of [3H]folate [5 nM (A) or 5 µM (B)] for 2 min at 37°C 
and pH 5.5; pretreatment in buffer for 60 min at pH 5.5 and 37°C in the presence of 
myricetin (100 µM) or in its absence (control); control values in panel A, 131, 94.8 and 90.7 
fmol/min/mg protein, respectively, for monkey, bovine and mouse; control values in panel 
B, 39.1, 53.7 and 13.2 pmol/min/mg protein, respectively, for monkey, bovine and mouse; 





5  まとめ 
 
hPCFT と rPCFT との myricetin 感受性の差異を利用した比較解析により、hPCFT の G158
が持続性の myricetin 感受性阻害に関与していることが見出された。hPCFT の G158 を rPCFT
の対応アミノ酸残基である N に置換すると、myricetin 感受性が失われ、rPCFT 様の特性を
示した。一方で、rPCFT の N158 を hPCFT の対応アミノ酸残基である G に置換すると、
myricetin 感受性となって hPCFT 様の特性を示したことから、この 1 アミノ酸残基の違いに
より、ヒトとラットとの間での PCFT の myricetin 感受性種差が生じていることが示唆され
た。また、hPCFT の G158 を N 以外のアミノ酸に置換した場合には、myricetin 感受性は維
持されたことから、G への特異的な作用ではなく、間接的な機構により myricetin が持続性
阻害作用を惹起していることも示唆された。さらに、hPCFT の G158 に対応するアミノ酸残
基がそれぞれ G、S となっているサル、ウシでは myricetin 感受性がみられた一方で、N と










本研究では、ヒト PCFT（hPCFT）に対する myricetin の持続性阻害作用の解析に取り組み、
以下の知見を得た。 
 
1. hPCFT に対する myricetin の持続性阻害作用は、myricetin への曝露時間に依存して増強
される性質を示したが、一方で、可逆的なものであることが示唆された。さらに、この
阻害作用は myricetin 濃度に依存的であり、アルコール飲料（ワイン）中に含まれる濃
度の範囲（10-100 µM 程度）で生じ得ることも示唆された。 
2. ラット PCFT（rPCFT）は、hPCFT との相同性が高いにも関わらず、myricetin による即
時性及び持続性阻害を生じず、myricetin 感受性に種差があることが明らかとなった。ま
た、hRFVT3 でも、myricetin による持続性阻害を生じず、持続性阻害作用は hPCFT に
対する特異性の高い機構により惹起されていることが示唆された。一方、hRFVT3 は、
即時性阻害作用については、hPCFT と同様に myricetin 感受性であった。このことから、
即時性阻害作用と持続性阻害作用に関連性はないことが示唆された。 
3. myricetin に対して感受性である hPCFT と非感受性である rPCFT との比較解析により、
持続性阻害作用に関して、hPCFT の G158 が myricetin 感受性に関わるアミノ酸残基で
あることが明らかとなった。 
 









I  実験材料 
 
1  試薬 
 
[3H]folate（27.2 Ci/mmol）、[3H]riboflavin（24 Ci/mmol）、[14C]inulin（1.2 mCi/gram）は、Moravek 
Biochemicals, Inc.（Brea, CA, U.S.A.）より購入した。非標識の folate 及び riboflavin は、Wako 
Pure Chemical Industries, Ltd.（Osaka, Japan）製のものを用いた。myricetin は、Tokyo Chemical 
Industry Co., Ltd.（Tokyo, Japan）より購入して用いた。液体シンチレーションカクテルとし
ては、Nacalai Tesque, Inc.（Kyoto, Japan）製の Clear-sol I を、遺伝子操作用キットとしては、
Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, USA）製の TRI REAGENT® BD、QIAGEN（Valensia, CA, U.S.A.）
製の QIAEX®IIGel Extraction Kit、Thermo Fisher Scientific（Waltham, MA, U.S.A）製の PureLink™ 
HiPure Plasmid Midiprep Kit を用いた。DNA polymerase としては、TOYOBO（Osaka, Japan）
製の KOD-Plus-Neo、Takara Bio, Inc.（Shiga, Japan）製の PrimeSTAR® Max DNA Polymerase を




2  培養細胞 
 
MDCKII 細胞（Madin-Darby canine kidney II cells）及び MDBK 細胞（Madin-Darby bovine 
kidney cells）は RIKEN BioResource Center（Ibaraki, Japan）より提供を受けた。HEK293 細胞
（human embryonic kidney 293 cells）及び Cos-7 細胞は Cell Resource Center for Biomedical 
Research, Tohoku University（Miyagi, Japan）より提供を受けた。 
 
II  実験方法 
 
1  各種トランスポーターのクローニング 
 
1-1  human proton coupled folate transporter（hPCFT） 
 
hPCFT プラスミドは、先に当研究室にて調製されたものを用いた 2)。これは、RT-PCR 法




1-2  rat proton coupled folate transporter（rPCFT） 
 
rPCFT プラスミドについては、先に当研究室にて RT-PCR 法によりクローニングされた
rPCFT の cDNA を pGH ベクターに組み込むことにより調製されたものを用い、今回、pCI-
neo ベクターに組み換えることにより調製した 3)。 
 
1-3  human riboflavin transporter 3（hRFVT3） 
 
hRFVT3 プラスミドは、先に当研究室にて調製されたものを用いた 29)。これは、RT-PCR
法によりクローニングした hRFVT3 の cDNA を pCI-neo ベクターに組み込んだものである。 
 
1-4  hPCFT-rPCFT 間のキメラ体 
 
hPCFT の部分配列と rPCFT の部分配列を組み合わせることによりキメラ体を作製した。
hPCFT/pCI-neo または rPCFT/pCI-neo を鋳型とし、制限酵素サイトを組み込んだプライマー
を用いて PCR を行った。polymerase は KOD-plus-Neo を用いた。得られた PCR 産物を制限
酵素で処理し、その後電気泳動を行い、QIAEX®IIGel Extraction Kit を用いて精製、抽出し
た。哺乳類発現ベクターである pCI-neo ベクターも同様の制限酵素処理を行った後、精製し
た。得られた hPCFT 及び rPCFT の各部分配列と pCI-neo ベクターを T4 DNA Ligase を用い
てトリプルライゲーションし、ヒートショック（42ºC, 1 min）によって大腸菌（DH5α）に導








forward primer: 5'-CTCTCCACAGGTGTCCACTC-3' 
reverse primer, + Spe I site（下線）: 5'-GTGACTAGTAAGGGTCTCCACTT-3' 
83-459 番目のアミノ酸配列 
forward primer, + Spe I site（下線）: 5'-CTTACTAGTCACTGGACCCTCTA-3' 
reverse primer: 5'-TTCACTGCATTCTAGTTGTGG-3' 
1-186 番目のアミノ酸配列 
forward primer: 5'-CTCTCCACAGGTGTCCACTC-3' 




forward primer, + Sph I site（下線）: 5'-GAAGCATGCATCGGGGTGGCT-3' 
reverse primer: 5'-TTCACTGCATTCTAGTTGTGG-3' 
rPCFT の部分配列の作製には、以下のプライマーを使用した。 
1-82 番目のアミノ酸配列 
forward primer: 5'-CTCTCCACAGGTGTCCACTC-3' 
reverse primer, + Spe I site（下線）: 5'-GTGACTAGTCAGGGTCTCCACTT-3' 
83-459 番目のアミノ酸配列 
forward primer, + Spe I site（下線）: 5'-CTGACTAGTCACTGGACCCTCTA-3' 
reverse primer: 5'-TTCACTGCATTCTAGTTGTGG-3' 
1-186 番目のアミノ酸配列 
forward primer: 5'-CTCTCCACAGGTGTCCACTC-3' 
reverse primer, + Sph I site（下線）: 5'-AATGCATGCTTCCAGCAGAGCCAT-3' 
187-459 番目のアミノ酸配列 
forward primer, + Sph I site（下線）: 5'-GAAGCATGCATTGGTGTGGCC-3' 
reverse primer: 5'-TTCACTGCATTCTAGTTGTGG-3' 
 
1-5  hPCFT 及び rPCFT の変異体 
 
変異体を作製するにあたり、hPCFT/pCI-neo または rPCFT/pCI-neo を鋳型とし、以下に示
したプライマーを用いて PCR を行った（Tables 9 and 10）。polymerase は PrimeSTAR® Max 







Table 9. Primer Sequences Used for Amplification of the Mutant Genes of hPCFT 































































































































To be continued.  
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Table 10. Primer Sequences Used for Amplification of the Mutant Gene of rPCFT 








1-6  african green monkey proton coupled folate transporter（agmPCFT） 
 
agmPCFT の遺伝子導入用プラスミドの作製にあたっては、Cos-7 細胞（アフリカミドリザ
ル腎臓由来）より抽出した RNA から、ReverTra Ace を用いて逆転写することによって cDNA
を得た。この cDNA を鋳型とし、agmPCFT（GenBank accession no., XP_008008973.1）の cDNA
を得るために PCR を行った。polymerase は PrimeSTAR® Max DNA Polymerase を用いた。プ
ライマーは以下のものを使用した。 
forward primer: 5'-CAGTCCCAGGCAGCCAGTCG-3' 
reverse primer: 5'-AAGGAAGAACTGACTCCTGTCCCGA-3' 
これによってできた PCR 産物を鋳型として、制限酵素サイトをデザインしたプライマー
を用い、再び PCR を行った。プライマーは以下のものを使用した。 
forward primer, + EcoRI site（下線）: 5'-GCTGAATTCAGACATGGAGGGGAGCGCG-3' 
reverse primer: 5'-AAGGAAGAACTGACTCCTGTCCCGA-3' 
得られた PCR 産物を、制限酵素 EcoRI と XbaI で処理し、その後電気泳動を行い、
QIAEX®IIGel Extraction Kit を用いて精製、抽出した。哺乳類発現ベクターである pCI-neo ベ
クターも同様の制限酵素処理を行った後、精製した。これらを T4 DNA Ligase を用いてライ





1-7  bovine proton coupled folate transporter（bPCFT） 
 
bPCFT の遺伝子導入用プラスミドの作製にあたっては、MDBK 細胞（ウシ腎臓由来）よ
り抽出した RNA から、ReverTra Ace を用いて逆転写することによって cDNA を得た。この
cDNA を鋳型とし、bPCFT（GenBank accession no., NP_ 001073053.1）の cDNA を得るために
PCR を行った。polymerase は PrimeSTAR® Max DNA Polymerase を用いた。プライマーは以
下のものを使用した。 
forward primer: 5'-CTGCAAGAAACCCGAAAGCA-3' 
reverse primer: 5'-ACTGACTTATGATGATTGGCACT-3' 
これによってできた PCR 産物を鋳型として、制限酵素サイトをデザインしたプライマー
を用い、再び PCR を行った。プライマーは以下のものを使用した。 
forward primer, + XhoI site（下線）: 5'-AAGCTCGAGAGCATGGAGGGACGCGCGAA-3' 
reverse primer, + NotI site（下線）: 5'-TCAGCGGCCGCTCAGGGGCTCTGGGAAAAC-3' 
得られた PCR 産物を、制限酵素 XhoI と NotI で処理し、その後は、agmPCFT の場合と同
様の操作を行い、クローンを得た。 
 
1-8  mouse proton coupled folate transporter（mPCFT） 
 
mPCFT の遺伝子導入用プラスミドの作製にあたっては、マウス（ddY、雄性）の小腸より
抽出した RNA から、ReverTra Ace を用いて逆転写することによって cDNA を得た。この
cDNA を鋳型とし、mPCFT（GenBank accession no., NP_ 081016.2）の cDNA を得るために
PCR を行った。polymerase は PrimeSTAR® Max DNA Polymerase を用いた。プライマーは以
下のものを使用した。 
forward primer: 5'-CCTCCCGCAGCTGGTTCCGAG-3' 
reverse primer: 5'-TGCTGGGCTTTAGGCATACATCGTC-3' 
これによってできた PCR 産物を鋳型として、制限酵素サイトをデザインしたプライマー
を用い、再び PCR を行った。プライマーは以下のものを使用した。 
forward primer, + EcoRI site（下線）: 5'-CCGAATTCGAGCATGGAGGGGCGCGT-3' 
reverse primer, + XbaI site（下線）: 5'-TCCTCATGGCTTCTAGAAGATCAGGG-3' 
その後は、agmPCFT の場合と同様の操作を行い、クローンを得た。 
 
2  細胞の培養方法 
 
MDCKII 細胞の培養には、TPP（Transadingen, Switzerland）製の組織培養用フラスコ、24 
well プレート（底面積 1.91 cm2/well）及び 96 well（底面積 0.31 cm2/well）プレートを用いた。
HEK293 細胞の培養には、TPP 製の組織培養用フラスコ及び poly-L-lysine（Sigma-Aldrich）
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コートした 24 well プレートを用いた。組織培養メディウムとして 10% FBS（Sigma-Aldrich）、
1% penicillin/streptomycin（Wako Pure Chemical Industries, Ltd.）を含む DMEM を使用し、37ºC, 
95% air-5% CO2 インキュベーター内で培養した。 
 
3  遺伝子導入 
 
3-1  安定発現系の作製：MDCKII 細胞 
 
MDCKII 細胞は継代に際し、ビュルケルチュルク盤を用いて細胞数を計測した後、4.0 × 
105 cells/ml となるように調製し、24 well プレートに 500 µl/well ずつ播種した。その直後、
lipofectamine 2000（Invitrogen）を用いてリポフェクション法により hPCFT のプラスミド DNA
を導入した。6 時間後、抗生物質を含む培地に交換し、さらにその 24 時間後、1 well 中の全
細胞を剥がし、300 倍に希釈し、96 well プレートに 100 µl/well ずつ細胞を播いた。その 24
時間後 0.8 mg/ml の G418（Sigma-Aldrich）を含んだ培地に交換し、遺伝子導入細胞のセレク
ションを 10 日間ほど行った。G418 を含んだ培地は、2、3 日おきに交換した。セレクショ
ンを行った後は、G418 を含まない培地で培養し、それを安定発現株として用いた。また、
遺伝子を導入しない mock 細胞として、pCI-neo vector のみを導入し、上記の手順で作製した
ものを用いた。 
 
3-2  一過性発現系の作製：HEK293 細胞 
 
HEK293 細胞は継代に際し、ビュルケルチュルク盤を用いて細胞数を計測した後、2.0 × 
105 cells/ml となるように調製し、poly-L-lysine コートした 24 well プレートに 1 ml/well ずつ
播種した。12 時間培養後、細胞が 90%コンフルエントになったのを確認し、抗生物質の入
っていない培地に交換した。その後、lipofectamine 2000 を用いてリポフェクション法により
目的のプラスミド DNA を導入した。6 時間後、抗生物質を含む培地に交換し、さらにその
42 時間後、取り込み実験に用いた。また、遺伝子を導入しない mock 細胞として、pCI-neo 
vector のみを導入し、上記の手順で作製したものを用いた。 
 
4  取り込み実験 
 
あらかじめ、24 well プレート上でコンフルエントになるように培養した細胞を用意した。
取り込み実験用緩衝液として、10 mM MES を加えた Hanks’ buffer（136.7 mM NaCl, 5.36 mM 
KCl, 0.952 mM CaCl2, 0.812 mM MgSO4, 0.441 mM KH2PO4, 0.385 mM Na2HPO4, 25 mM D-
glucose）を調製した。pH の調整には、2N NaOH を用いて pH 5.5（PCFT の場合）または pH 





した Hanks’ buffer（1 ml）を加え、プレインキュベーションした（37°C, 60 min または所定
時間）。その後、これを取り除き、試験化合物を含まない Hanks’ buffer（1 ml）を加え、プレ
インキュベーションをした（37°C, 5 min）。そして、これを取り除き、取り込み試験液（0.25 
ml）を加えて取り込みを開始させた。所定時間経過後に、氷冷した Hanks’ buffer（stop solution, 
2 ml）を加えることにより取り込みを停止させ、stop solution（2 ml）で細胞を 2 回洗浄した。
続いて 0.5% SDS を含む 0.2 N NaOH（0.5 ml）を加え、細胞を可溶化した。1 時間経過後、
マイクロピペットで well 中をよく撹拌し、その全量を放射活性測定用サンプルとしてカウ
ンティングバイアルに入れた。そのサンプルを入れたカウンティングバイアルに液体シン
チレーションカクテル 3 ml を加え、ボルテックスミキサーにより撹拌した。その放射活性
を液体シンチレーションカウンター（LSC-5100, Aloka Co., Tokyo, Japan）により測定した。
また、BCA 法によりタンパク質定量を行い、well 中のタンパク質量を算出した。なお、Thermo 
Fisher Scientific, Inc.（Waltham, MA, U.S.A）より BSA を購入し、標準タンパク質として用い
た。 
即時性阻害効果の検討においては、まず well 中の培地を吸い取り、37°C の Hanks’ buffer
（1 ml）を加え、5 分間プレインキュベーションをした。その後、これを取り除き、試験化
合物を添加した取り込み試験液（0.25 ml）を加えて取り込みを開始させた。所定時間経過後
に、氷冷した Hanks’ buffer（stop solution, 2 ml）を加えることにより取り込みを停止させ、
stop solution（2 ml）で細胞を 2 回洗浄した。以後は、持続性阻害効果の検討と同様の操作を
行った。 
 
III  データ解析 
 

















た。また、遺伝子導入細胞での v から、mock 細胞での v を差し引き、トランスポーターに
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Vmaxは最大取り込み速度、Kmは Michaelis 定数である。非線形最小 2 乗法プログラムである
WinNonlin（Pharsight, CA, U.S.A.）を用い、v と C との関係に（4）式を当てはめ、Vmax、Km
を算出した。当てはめ計算に際しては、重みを 1/v2とした。 
 
2  統計処理 
 
データは平均値 ± 標準誤差として示した。2 群間の比較には Student’s t-test を用いた。多
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